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RESUMEN
En la sociedad en la que vivimos cada vez se hace más necesario el
desarrollo de pequeños dispositivos de análisis que sean baratos, portá-
tiles, fiables, selectivos, de fácil manejo y que requieran de pocos mi-
crolitros de muestra para determinar un parámetro concreto. Cada vez es
más frecuente que un paciente tenga la posibilidad de autocontrolar su
medicación si puede medir con facilidad ese nivel plasmático que le
interesa. Esta demanda social ha hecho posible que personas diabéticas
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hoy puedan controlar en cualquier momento su concentración de gluco-
sa en sangre y abre la expectativa de que otros parámetros clínicos
puedan ser obtenidos de forma similar.
Los sensores o biosensores electroquímicos están llamados cada vez
más a hacer realidad esta expectativa; están destinados a ser esa herra-
mienta analítica fiable y sencilla que pueda ser utilizada tanto por el pro-
pio paciente como por centros de salud que no están dotados de instru-
mentación analítica automática y compleja. Los electrodos serigrafiados
se están convirtiendo en ese transductor que tiene cada vez más ese po-
der de adaptación para ser la solución adecuada al desarrollo de cualquier
sensor o biosensor que tenga su aplicación en el diagnóstico clínico.
En este capítulo se dará una visión actualizada de sensores con
fundamento amperométrico que utilizan como transductores electrodos
serigrafiados. Se hará hincapié en la nanoestructuración de los mismos
para mejorar sus posibilidades analíticas y cómo pueden dar solución a
la determinación fiable de muchos parámetros de interés clínico.
Palabras clave: Electrodos serigrafiados. Nanoestructuración. Sen-
sores enzimáticos. Inmunosensores. Genosensores.
ABSTRACT
Electrochemical biosensors: tools for the analysis and clinical
diagnosis
In our modern society it is more necessary the development of small
analysis devices with properties as low cost, portability, accurate,
selectivity and easy to use and moreover they can use small sample
volumes (about a few microliters) to determine a clinical parameter.
Every time it is more frequent than a patient has the possibility of auto-
monitoring his medication if he can measure easily the plasmatic level.
This social demand allows that diabetic persons, nowadays, can monitor
over a 24-hour period their blood glucose levels. Other clinical
parameters could be measured in a similar way.
Electrochemical sensors or biosensors could become a real alternati-
ve. They can be an analytical tool, simple and accurate that can be used
by the patient of by sanity centres where there are not automatic and
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complex analytical instruments. The screen-printed electrodes are beco-
ming transducers that are able to give an adequate solution for the deve-
lopment of any sensor or biosensor with application in clinical diagnosis.
In this chapter an overview of amperometric sensors based on
screen-printed electrodes as electrochemical transducers will be given.
Emphasis will be given to the nanostructuration of these electrodes due
to the use of these nanostructured screen-printed electrodes as transdu-
cers improves the analytical possibilities in the accurate and sensitive
determination of many clinical parameters.
Keywords: Screen-printed electrodes. Nanostructuration. Enzymatic
sensors. Immunosensors. Genosensors.
1. SENSORES Y BIOSENSORES ELECTROQUÍMICOS
De manera general se podría definir a un sensor químico como cual-
quier dispositivo miniaturizado que fuera capaz de responder de manera
inequívoca a un analito concreto en el seno de una muestra compleja.
Consta esencialmente de dos partes: el elemento de reconocimiento
que interactúa con el analito y concede selectividad al sensor y el
transductor que permite convertir esa interacción en una señal analítica.
Cuando el transductor es un electrodo, el sensor será un sensor electro-
químico y cuando en el elemento de reconocimiento intervienen espe-
cies biológicas estaremos en presencia de un biosensor.
En la Figura 1 se representa el esquema de los diferentes partes de
un biosensor y su funcionamiento básico.
Un biosensor electroquímico hace posible la combinación de la sen-
sibilidad de las técnicas electroquímicas con la selectividad de los pro-
cesos de reconocimiento biológico de una forma sencilla, dando lugar a
dispositivos de bajo coste, sobre todo cuando para su construcción se
utilizan como transductores electrodos serigrafiados.
1.1. La importancia del transductor: electrodos serigrafiados
Si en cualquier sensor el transductor juega un papel importante, éste
es aún mayor si cabe en el diseño y construcción de un sensor electroquí-
MARÍA BEGOÑA GONZÁLEZ GARCÍA y AGUSTÍN COSTA GARCÍA
200
mico y hoy en día los electrodos serigrafiados son los que están dando
una mejor respuesta para la fabricación a gran escala de sensores, biosen-
sores o dispositivos que con una mínima modificación puedan ser utiliza-
dos como transductores.
La utilización de electrodos convencionales de oro, platino o carbono
como transductores de sensores o biosensores viene siendo una práctica
habitual en trabajos de investigación, pero difícilmente serán herramien-
tas válidas para la construcción de sensores de interés en el diagnóstico
clínico en general, porque el contacto del elemento de reconocimiento con
la muestra (sangre, suero, orina, líquido cefalorraquídeo) invalida al sen-
sor para posteriores determinaciones con lo que la solución lógica sería
la de construir sensores de un solo uso, esto es, de usar y tirar, lo que hace
económicamente inviable la utilización de los citados electrodos. Ade-
más, la necesidad cada vez mayor de realizar análisis en microvolúmenes
de muestra hace también difícil la adaptación de electrodos convenciona-
les a la solución de problemas reales.
En cambio la técnica de serigrafiado que la ingeniería electrónica vie-
ne utilizando durante más de cincuenta años en la producción de cir-
cuitos impresos (1), se ha ido adaptando también a la producción de
electrodos serigrafiados con grandes ventajas frente a otras tecnologías
como son:
1. La flexibilidad del diseño: en este sentido destacar que no sólo
cualquier geometría es posible para el electrodo de trabajo, sino
que permite, utilizando distintas máscaras y tintas de serigrafia-
FIGURA 1. Esquema de un biosensor y fundamento de su funcionamiento.
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do, el diseño completo de cualquier celda electrolítica en la que
se puedan variar tanto el número de electrodos como el volu-
men de la misma en función de las necesidades.
2. La automatización del proceso de producción: una vez diseña-
das adecuadamente las máscaras y escogidas las tintas de seri-
grafiado, la producción de tarjetas serigrafiadas que incluyan la
celda electrolítica completa se puede hacer a gran escala, repro-
duciendo con gran precisión tamaños y geometrías y abaratando
costes.
3. La gran variedad de tintas de serigrafiado permite combinar dis-
tintos materiales electródicos en la misma celda electrolítica. Así,
es posible utilizar electrodos de oro, de platino, de carbono, de
plata o de plata/cloruro de plata en la misma celda electrolítica
en función de las necesidades de la transducción del biosensor.
4. El proceso de producción de electrodos serigrafiados se puede
adaptar a distintos soportes también en función de necesidades
concretas, de tal manera que la naturaleza de la tarjeta soporte,
donde va a quedar impresa la celda y los electrodos, puede
variar desde materiales poliméricos o plásticos a materiales
cerámicos o alúmina.
En la Figura 2 podemos observar las distintas partes de una tarjeta
serigrafiada con un diseño clásico de tres electrodos.
FIGURA 2. Electrodo serigrafiado con tres electrodos.
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1.2. Nanoestructuración de electrodos serigrafiados
Los electrodos serigrafiados así producidos ya constituyen un buen
sistema de transducción y son útiles para la construcción de un buen
número de sensores electroquímicos. Sin embargo, cada vez es más
necesario desarrollar nuevos transductores que mejoren la sensibilidad
del sensor y que sean susceptibles de adaptarse a la gran demanda social
que supone el control de biomarcadores que faciliten el diagnóstico
precoz de las enfermedades.
La nanoestructuración del electrodo de trabajo va a hacer posible el
nacimiento de transductores de nueva generación que al modificar la
superficie serigrafiada con nanopartículas de distinta naturaleza le van a
conferir propiedades inherentes a las mismas que en general van a
ampliar su campo de aplicación sin encarecer demasiado su coste. Dos
son los tipos de nanoestructuración a los que vamos a hacer referencia
en este capítulo: superficies nanoestructuradas con nanotubos de carbo-
no (2) y superficies nanoestructuradas con nanopartículas de oro (3).
1.2.1. Electrodos serigrafiados modificados con nanotubos de carbono
Los nanotubos de carbono, descubiertos en 1992 (4), se pueden
considerar como estructuras cilíndricas enrolladas de láminas de grafe-
no. Cuando están constituidas por sólo una lámina de grafeno se cono-
cen como SWCNT (correspondiente a las siglas en inglés de «single-
walled carbon nanotubes», nanotubos de carbono de pared sencilla) y
cuando están constituidas por varias láminas concéntricas se les asigna
el nombre de MWCNT (correspondiente a las siglas en inglés de «multi-
walled carbon nanotubes», nanotubos de carbono de pared múltiple).
Los primeros tienen un diámetro que oscila entre 0,4 y 2 nm y los
segundos tienen un diámetro que puede oscilar entre 2 y 100 nm, mien-
tras que la longitud puede llegar a los centímetros (Figura 3).
Aunque la quiralidad afecta considerablemente a la conductividad
eléctrica de los SWCNT (5), a los MWCNT se les considera como con-
ductores metálicos y esta propiedad junto con su alta elasticidad, dureza,
conductividad térmica y estabilidad son consecuencias propias del tipo
de nanoestructuración que presentan.
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FIGURA 3. Nanotubos de carbono y dimensiones de los mismos. A) SWCNT; B) MWCNT.
Otro aspecto importante a tener en cuenta es la insolubilidad de los
nanotubos de carbono en disolventes tanto polares como apolares debido
al carácter hidrófobo de sus paredes por lo que para obtener dispersiones
estables de los mismos es necesario modificar su superficie bien con
surfactantes o biopolímeros o bien funcionalizando su estructura (6).
La oxidación de nanotubos de carbono en medios ácidos es el méto-
do más empleado para su funcionalización ya que genera grupos funcio-
nales oxigenados en sus estructuras y a la vez permite eliminar impure-
zas. La obtención de dispersiones homogéneas de nanotubos de carbono
es muy importante para la posterior utilización de las mismas en la na-
noestructuración de electrodos serigrafiados.
Una metodología de nanoestructuración con nanotubos de carbono
que no encarecería demasiado el precio del electrodo serigrafiado sería
la siguiente:
1. Utilizar nanotubos de carbono carboxilados (MWCNT-COOH)
con los que se prepararía una suspensión estable en una mezcla
dimetilformamida/agua (1:1) por reiterados procesos de sonica-
ción en un baño de ultrasonidos.
2. Recubrir la superficie del electrodo de trabajo de la tarjeta de
serigrafiado con una gota de esta suspensión y dejarla secar a
temperatura ambiente.
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De esta manera se consiguen electrodos serigrafiados recubiertos de
nanotubos de carbono para ser utilizados como superficies nanoestruc-
turadas transductoras con gran sencillez y elevada reproducibilidad (2).
En la Figura 4 se puede observar el recubrimiento con MWCNT-
COOH de un electrodo serigrafiado llevado a cabo utilizando la meto-
dología comentada.
1.2.2. Electrodos serigrafiados modificados con nanopartículas de oro
Las nanopartículas de oro han tenido siempre un gran atractivo tanto
desde el punto de vista biológico, por la excelente biocompatibilidad entre
las proteínas y el oro, como por sus aplicaciones electroanalíticas, debido
tanto a la elevada conductividad de las mismas como a la elevada rela-
ción superficie/volumen que presentan. Esto unido a la fiabilidad de ob-
tener suspensiones coloidales estables con un tamaño medio de partícula
con muy poca desviación ha abierto en la actualidad un nuevo campo en
la transducción electroquímica (7).
Al igual que se ha comentado en el apartado anterior, para conseguir
superficies nanoestructuradas con nanotubos de carbono, una metodolo-
gía similar se podría poner a punto simplemente obteniendo primero el
coloide de nanopartículas de oro del tamaño deseado y dejando evaporar
una gota del citado coloide dispuesto sobre la superficie del electrodo
serigrafiado de trabajo. Esta sería también una manera sencilla y barata
FIGURA 4. Imagen obtenida en el microscopio electrónico de la superficie del electrodo
serigrafiado recubierto con nanotubos de carbono de pared múltiple carboxilados (MWCNT-
COOH).
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de conseguir transductores electroquímicos nanoestructurados de oro de
bajo coste (8).
Pero más recientemente también se ha visto la posibilidad de generar
in situ sobre la propia superficie del electrodo serigrafiado nanopartícu-
las de oro de forma más controlada, más sencilla y más barata por elec-
trodeposición para dar lugar a transductores nanoestructurados de oro de
excelentes prestaciones (3). Esta metodología consiste esencialmente en
lo siguiente: se coloca una gota de 40 microlitros de una disolución de
HAuCl4 sobre los electrodos de la tarjeta serigrafiada y se aplican inten-
sidades de corriente negativas constantes al electrodo de trabajo. Depen-
diendo de la acidez, de la concentración de HAuCl4, de las intensidades
aplicadas y del tiempo de electrolisis, se pueden optimizar superficies
nanoestructuradas con propiedades distintas, pero reproducibles y esta-
bles. El electrodo de trabajo en este caso debe ser siempre de carbono y
sobre él se pueden reproducir las superficies nanoestructuradas de oro que
se quieran. En la Figura 5 se puede ver el esquema de este tipo de nanoes-
tructuración.
FIGURA 5. Nanoestructuración de electrodos serigrafiados con oro.
1.3. Selectividad y sensibilidad de un biosensor electroquímico
En términos generales la selectividad de un biosensor debería ser
atribuida al elemento de reconocimiento y la sensibilidad del mismo
debería ser responsabilidad del transductor y de la técnica electroquími-
ca empleada, aunque transducción y técnica electroquímica suelen tam-
bién influir en la selectividad del biosensor.
Si bien en cierta medida transductor y técnica pueden influir en la
selectividad del biosensor, esta selectividad debería ser analizada y
evaluada en cada caso. En cambio sí se puede asegurar que la sensibi-
lidad del sensor depende exclusivamente del transductor, de la técnica
electroquímica elegida y de la metodología analítica seguida. De ahí que
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la metodología analítica tenga un papel preponderante en el desarrollo
de biosensores de elevada sensibilidad.
La preconcentración electródica y la catálisis enzimática están llama-
das a ser parte fundamental de esa metodología analítica que nos permita
cuantificar bajas concentraciones de analito, ya que los procesos con pre-
concentración electródica son los que presentan límites de cuantificación
más bajos en electroanálisis y las catálisis enzimáticas las que más fácil-
mente pueden ayudar a la amplificación de esa señal analítica. Una com-
binación de ambos procesos sería sin duda una solución muy adecuada
para resolver la determinación de bajas concentraciones de analito.
Una de las metodologías analíticas, que mejor combina los procesos
anteriormente comentados, aplicadas a un biosensor es la que utiliza
fosfatasa alcalina como marca enzimática y plata y 3-indoxil fosfato
como coosustratos para biosensores construidos sobre electrodos seri-
grafiados (9).
En el esquema adjunto (Figura 6) queda reflejado cómo la fosfatasa
alcalina hidroliza el 3-indoxil fosfato y cómo el compuesto intermedio
indoxílico generado en la reacción reduce los iones plata a plata elemen-
FIGURA 6. Esquema de la reacción enzimática del sustrato 3-indoxil fosfato (3-IP) y plata
catalizada por la fosfatasa alcalina (AP).
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tal a la vez que él se oxida a índigo, de tal forma que tanto la plata
elemental como el índigo quedan depositados sobre el transductor. El
índigo no es electroactivo y la plata acumulada puede redisolverse por
voltamperometría de redisolución anódica dando lugar a picos de redi-
solución cuya intensidad máxima está relacionada directamente con la
concentración de fosfatasa alcalina.
2. APLICACIONES
2.1. Biosensores enzimáticos: sensor de glucosa
En términos generales se puede definir a un sensor enzimático como
aquél en el que el elemento de reconocimiento es una enzima y dentro
de éstos, los biosensores amperométricos son, sin duda, los más utiliza-
dos. En los biosensores amperométricos, la señal analítica que interesa
es una corriente faradaica generada al mantener el electrodo de trabajo
a un potencial fijo y que estará directamente relacionada con el analito.
La celda electrolítica básica contiene tres electrodos: trabajo, refe-
rencia y auxiliar según el esquema que se presenta en la Figura 2,
aunque una plataforma con sólo dos electrodos también es posible para
construir el biosensor.
Como el biosensor enzimático amperométrico más estudiado, mejor
desarrollado y de mayor aplicación es el sensor de glucosa, vamos a
centrar en éste la atención aunque de forma similar otros biosensores
enzimáticos han sido y siguen siendo desarrollados (10-13).
El hecho de que la diabetes sea una enfermedad padecida por unos
150 millones de personas en el mundo, relacionada con una concentración
anormal de glucosa en sangre, bien ocasionada por una deficiente produc-
ción de insulina a nivel pancreático, denominada diabetes tipo 1, o bien
como consecuencia de que el organismo no responde adecuadamente a la
insulina producida por el páncreas, denominada diabetes tipo 2, ha traído
como consecuencia una investigación exhaustiva (14, 15) para dar solu-
ción al control de la enfermedad y esto a su vez ha dado lugar a un sus-
tancioso negocio.
Los niveles normales de glucosa en sangre oscilan entre 70 y
120 mg/dl. Concentraciones inferiores o superiores son indicativas de
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una hipo o hiperglucemia, respectivamente, provocadas por la enferme-
dad con la que hoy se puede convivir gracias al sistemático control de
los niveles sanguíneos que se lleva a cabo con los sensores de glucosa
de usar y tirar. Se estima un consumo anual de 6 billones de sensores.
La estructura básica de un sensor de glucosa comercial la podemos
ver en la Figura 7, aunque distintos formatos producidos por distintos
firmas comerciales se pueden ver en la Figura 8, todas ellas diseñadas
para funcionar con un volumen de sangre inferior a 1 mL y donde el
llenado de la celda electrolítica tiene lugar por capilaridad.
FIGURA 7. Distintas partes de un sensor de glucosa de la casa Freestyle.
FIGURA 8. Sensores de glucosa de diferentes casas comerciales. De izquierda a derecha: One
Touch Ultra, Arkray, Ascencia Contour, BD Test Strip, Freestyle, Precision Xtra, TrueTrack
Smart System y Accuchek Aviva.
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2.1.1. Fundamento del sensor de glucosa
Son biosensores enzimáticos de segunda generación. En estos sen-
sores se inmovilizan enzima y un mediador en el electrodo de trabajo.
El analito, en este caso la glucosa, es el sustrato que el enzima convierte
en producto según el esquema de la Figura 9.
FIGURA 9. Esquema de los procesos electródicos y enzimáticos en un sensor de glucosa.
La enzima inmovilizada puede ser tanto una glucosa oxidasa (GOx)
como una glucosa deshidrogenasa (GDH) y los mediadores más utiliza-
dos en el caso de la GOx es el ferricianuro y en el caso de la GDH son
los complejos de osmio y de rutenio.
En el caso de la utilización de la GOx como enzima y el ferricianuro
como mediador, los procesos enzimáticos y electródicos serían:
Proceso enzimático: Glucosa + Ferricianuro → Ácido glucónico +
Ferrocianuro
Proceso faradaico: Ferrocianuro → Ferricianuro + 1 e–
Y en el caso de que se utilizara la GDH, los procesos enzimáticos
y electródico serían:
Proceso enzimático: Glucosa + Mediadoroxidado → Glucolactona + Me-
diadorreducido
Proceso faradaico:  Mediadorreducido → Mediadoroxidado + 1 e
–
Para que la medida sea posible al electrodo se le debe aplicar un
potencial que sea capaz de oxidar el ferrocianuro a mediador reducido.
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De esta manera la intensidad faradaica consecuencia de la oxidación
estará en relación directa con la concentración de glucosa en la muestra.
2.1.2. Diseño del sensor de glucosa
Los diseños varían según la marca comercial y distintos modelos se
pueden ver en la Figura 8, pero todos ellos comparten los siguientes as-
pectos: se utilizan materiales plásticos como soporte para que con el
mínimo coste tengan la máxima consistencia y en estos soportes se inclu-
yen dos electrodos relacionados con la medida amperométrica: un elec-
trodo de trabajo y un electrodo que hace a la vez de referencia y auxiliar.
En general el electrodo de trabajo y el de referencia/auxiliar se
encuentran normalmente serigrafiados en soportes plásticos diferentes y
situados uno en frente del otro para minimizar la caída de potencial IR.
Un espaciador da volumen a la celda electrolítica que queda reducida a
una cámara capilar con un volumen no superior a 1 μL que a su vez
tiene un control de llenado automático por capilaridad.
El electrodo de trabajo es habitualmente un electrodo serigrafiado
con tinta de carbono y en su seno o sobre su superficie se estabilizan el
enzima y el mediador. En cuanto al electrodo de referencia/auxiliar es
un electrodo serigrafiado de plata/cloruro de plata.
Estos sensores así construidos no deben tener un coste superior a los
10 céntimos de euro y habitualmente tienen una estabilidad de dieciocho
meses almacenados a temperatura ambiente.
Otros sensores enzimáticos amperométricos utilizando electrodos
serigrafiados de carbono han sido desarrollados para la cuantificación de
lactato, ácido úrico y colesterol pero ninguno de ellos ha alcanzado la
popularidad de los sensores de glucosa.
2.2. La utilización de superficies nanoestructuradas
2.2. en la construcción de biosensores
Así como la utilización de electrodos serigrafiados se puede conside-
rar a día de hoy como un sistema de transducción clásico en el desarrollo
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y construcción de sensores enzimáticos amperométricos, la nanoestructu-
ración de estas superficies es de más reciente actualidad y su uso como
transductores de biosensores se encuentra en plena evolución. Como
muestra de las posibilidades que esta nueva generación de transductores
puede dar lugar, vamos a describir una serie de ejemplos de biosensores,
muchos de ellos aún en fase de experimentación, pero que anuncian el
nacimiento de una nueva etapa en la construcción de nuevos biosensores
de aplicación clínica.
2.2.1. Superficies nanoestructuradas con nanotubos de carbono:
2.2.1. sensor de ácido úrico
El ácido úrico es el producto final del metabolismo de las purinas y
de los ácidos nucleicos que habitualmente se elimina a través de la orina
pasando a constituir el compuesto nitrogenado mayoritario de la misma.
Un metabolismo deficiente trae consigo una concentración elevada en
sangre o hiperuricemia que puede provocar desordenes clínicos importan-
tes, dando lugar a manifestaciones patológicas como la gota articular
aguda, la calculosis renal, la artritis y el reumatismo (16).
Cualquier desviación positiva o negativa de los valores normales en
suero que oscilan entre 214 a 458 μM en varones y 149 a 405 μM en
mujeres provoca serios problemas en nuestro organismo por lo que fa-
cilitar su control en sangre de una forma fácil y barata puede traer
ventajas desde el punto de vista de pacientes cuya calidad de vida pueda
depender del control de este parámetro en sangre total.
Desde un punto de vista electroquímico, el ácido úrico, cuya estruc-
tura química se muestra en la Figura 10, es una especie electroactiva que
se oxida sobre electrodos sólidos de acuerdo con el proceso faradaico
irreversible representado en la citada figura, controlado por la difusión
del ácido úrico hacia el electrodo. A pesar de que este proceso faradaico
daría lugar a señales analíticas relacionadas con la concentración de
ácido úrico, no sería de aplicación en muestras reales de suero, plasma
o sangre porque los demás componentes de estas muestras interferirían
seriamente en esta señal analítica.
El cambio de naturaleza de la superficie electródica va a hacer
posible el desarrollo de un sensor de ácido úrico específico, sencillo,
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estable y barato; tan sólo al modificar el electrodo de trabajo con nano-
tubos de carbono funcionalizados con grupos carboxílicos.
En el apartado de nanoestructuración (apartado 1.2) se describía la
modificación de un electrodo serigrafiado con nanotubos de carbono y
en la Figura 4 podemos observar como es la superficie de un electrodo
serigrafiado recubierto con nanotubos de carbono carboxilados.
El ácido úrico se adsorbe selectivamente sobre este tipo de nanotu-
bos frente a cualquier otra especie electroactiva interferente que pudiera
existir en una muestra de suero, plasma, sangre u orina y de esta manera
un electrodo serigrafiado recubierto con nanotubos de carbono se con-
vierte en un sensor específico para el ácido úrico en muestras de sangre
total y orina.
En la Figura 11 podemos observar cómo al cambiar la superficie
electródica cambia la naturaleza del proceso electródico. Sobre un elec-
trodo serigrafiado de carbono convencional el ácido úrico da lugar a un
proceso de oxidación irreversible controlado por difusión, mientras que
sobre un electrodo serigrafiado recubierto con nanotubos de carbono
carboxilados el proceso de oxidación está controlado por la adsorción
del ácido úrico.
El fundamento de esta determinación consta de una etapa de precon-
centración por adsorción del ácido úrico presente en la muestra seguida
del correspondiente barrido de potenciales, registrándose un pico (Figu-
ra 11 B) cuya intensidad estará directamente relacionada con la concen-
tración de ácido úrico en la muestra.
Utilizando esta metodología se pueden desarrollar sensores de ácido
úrico para determinar este parámetro en orina, sangre, suero o saliva.
FIGURA 10. Estructura química del ácido úrico y su proceso faradaico.
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FIGURA 11. Proceso faradaico del ácido úrico sobre electrodos serigrafiados de carbo-
no (A) y electrodos serigrafiados de carbono modificados con nanotubos de carbono carboxi-
lados (B).
2.2.2. Superficies nanoestructuradas con nanopartículas de oro:
2.2.2. sensor de plomo
En el apartado de nanoestructuración (apartado 1.2) se han descrito
brevemente las etapas de las que consta un procedimiento sencillo para
generar nanopartículas de oro in situ sobre la superficie de un electrodo
serigrafiado de carbono. Vamos a describir ahora la utilización de esas
superficies así nanoestructuradas para la construcción de sensores de
variada naturaleza.
El plomo es un metal pesado de elevada toxicidad que durante
muchos años el hombre ha usado para fines tan diferentes como la
conducción de agua potable, como antideflagante en las gasolinas o
formando parte de pinturas cerámicas y juguetes. Fácilmente nuestro
organismo puede ir acumulando plomo por inhalación, ingesta o contac-
to y sus efectos tóxicos pueden ir dañando riñones y cerebro afectando
más a niños que adultos (17). Así, daños neuronales en niños pueden
darse si presentan concentraciones en sangre de 100 μg/L.
A pesar de que la utilización de plomo cada vez está más restringida
legalmente, siguen existiendo serios riesgos de contaminación que acon-
sejan disponer de dispositivos sencillos de fácil uso para realizar este
tipo de análisis.
Desde hace ya algunos años y como consecuencia de la elevada
demanda para realizar el análisis de plomo en sangre en niños, en Es-
tados Unidos existen sensores de plomo comerciales fundamentados en
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la utilización de electrodos serigrafiados de carbono nanoestructurados
con nanopartículas de oro.
La elevada concentración de plomo en sangre se denomina plum-
bemia y en niños se considera como tal concentraciones en sangre de
100 μg/L y superiores y en adultos superior a 200 μg/L.
2.2.2.1. Fundamento del sensor de plomo
El plomo se encuentra en disolución como catión plomo (II) y se
reduce en medios ácidos tanto sobre electrodos de carbono como sobre
electrodos de oro de acuerdo con el proceso faradaico
Pb2+ + 2e– → Pb0
depositándose así plomo elemental sobre los electrodos. Esta electrode-
posición se ve favorecida sobre electrodos de oro debido a que el plomo
depositado se quimi-adsorbe sobre el oro y esta reacción química acopla-
da beneficia la reducción del Pb2+ sobre electrodos de oro. Esto lo pode-
mos observar con claridad en los procesos voltamperométricos cíclicos de
la Figura 12. Se puede observar que el Pb2+ se reduce mucho más fácil-
FIGURA 12. Proceso electródico del plomo sobre electrodos serigrafiados de carbono (a),
nanoestructurados con oro (b) y de oro (c).
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mente sobre electrodos de oro que sobre electrodos de carbono dando
lugar a un proceso de acumulación de plomo totalmente reversible (18).
El fundamento de este sensor se encuentra en la redisolución anó-
dica del plomo previamente acumulado sobre el oro. Además el hecho
de que esa superficie de oro sea una superficie nanoestructurada favo-
rece la determinación en dos sentidos: en la etapa de acumulación ha-
ciendo que la velocidad de difusión sea elevada por tener un comporta-
miento ultramicroelectródico y en la etapa de transferencia electrónica
haciendo que el proceso sea reversible. Esta situación es óptima para
que la señal analítica o pico de redisolución se vea incrementado cuando
se aplica para su registro una técnica voltamperométrica como es la
voltamperometría de onda cuadrada que mejora el rendimiento faradaico
de los procesos reversibles (3).
En este caso el sensor de plomo no es más que un electrodo serigra-
fiado de carbono nanoestructurado con nanopartículas de oro. Es nece-
sario optimizar la generación de nanopartículas de oro in situ según la
metodología descrita en la Figura 5 que supone la consecución de na-
nopartículas con un tamaño promedio de 70 nm y cuya superficie pode-
mos ver en la Figura 13. Estos sensores son estables a temperatura
ambiente durante años. El procedimiento analítico seguido en este tipo
de muestra no tiene ninguna interferencia por lo que es completamente
selectivo y fiable para concentraciones en sangre superiores a 50 μg/L.
FIGURA 13. Imagen obtenida mediante microscopio electrónico de la superficie de un elec-
trodo serigrafiado de carbono nanoestructurado con oro utilizado como sensor de plomo.
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2.3. Inmunosensores electroquímicos
Se podría definir como inmunosensor a aquél sensor cuyo elemento
de reconocimiento está constituido por anticuerpos o fracciones de an-
ticuerpos, antígenos o haptenos y cuyo fundamento son las interacciones
epítopo-parátopo o reacciones inmunológicas controladas por constantes
de afinidad o avidez. Por extensión también se incluyen dentro de esta
modalidad cualquier sensor cuyo fundamento tenga que ver con interac-
ciones proteicas fundamentadas en criterios de afinidad aunque estas
proteínas disten mucho de ser anticuerpos.
Este tipo de sensores está llamado a resolver la determinación selec-
tiva de biomarcadores cuando éstos se encuentran en el cuerpo humano
en muy baja concentración.
2.3.1. Inmunosensor de PSA
En el caso del cáncer de próstata, con el acrónimo PSA (iniciales de
prostate specific antigen), se designa a una proteína producida por la glán-
dula prostática para dar fluidez al semen y a día de hoy es uno de los
biomarcadores más importantes de este tipo de cáncer (19). Esta glico-
proteína circula en el cuerpo humano libre o asociada a otras proteínas.
Cuando la concentración de PSA total (tPSA) es superior a 10 ng/mL en
suero el riesgo de padecer cáncer de próstata es alto y cuando está por
debajo de 2,5 ng/mL este riesgo es mínimo. Sin embargo cuando la con-
centración de tPSA se encuentra entre estos dos niveles (entre 2,5 y
10 ng/mL, la llamada zona gris) es necesario además determinar la con-
centración de PSA libre, no enlazada a otras proteínas (fPSA). En estos
casos es necesario conocer la relación fPSA/tPSA de tal forma que si es
superior a 0,25, el riesgo de padecer cáncer de próstata es bajo pero si
es inferior a 0,25 el riesgo es alto.
Esta necesidad ha hecho posible que no sólo se desarrollaran senso-
res inmunológicos para la cuantificación de tPSA en suero sino que
también se construyeran sensores con la posibilidad de determinar si-
multáneamente tPSA y fPSA (20).
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2.3.1.1. Fundamento del inmunosensor de PSA
En la construcción de este inmunosensor electroquímico es necesa-
rio tener en cuenta tres aspectos bien distintos para conseguir la selec-
tividad y la sensibilidad requeridas:
a) Como transductor se tiene que utilizar un electrodo serigrafiado
de carbono nanoestructurado según el procedimiento reflejado
en la Figura 5. Esto es un electrodo serigrafiado nanoestructura-
do con nanopartículas de oro de un tamaño promedio de 70 nm.
b) Sobre este transductor se debe inmovilizar el anticuerpo mono-
clonal que presente una mayor afinidad por la tPSA con la
menor reactividad cruzada posible cuando se pretenda determi-
nar esta proteína libre y enlazada (tPSA = fPSA + bPSA), o un
anticuerpo monoclonal con mayor afinidad por la fPSA cuando
se pretenda determinar la PSA libre.
c) Para mejorar la sensibilidad del sensor y conseguir bajos límites
de detección, la señal analítica tiene que estar fundamentada en
una catálisis enzimática y en un voltamperograma de redisolu-
ción anódica.
2.3.1.2. Construcción del inmunosensor de PSA
La construcción del inmunosensor se realiza sobre una superficie
nanoestructurada de oro siguiendo las etapas de la Figura 14A.
Una vez llevado a cabo el bloqueo realizado con caseína, el sensor
así construido se almacena a 4º C y es estable al menos seis meses.
2.3.1.3. Obtención de la señal analítica
Para la consecución de la señal analítica se utiliza la metodología
voltamétrica enzimática descrita en el apartado 1.3 de este capítulo en
el que se utiliza como marca enzimática la fosfatasa alcalina y como
sustrato y cosustrato respectivamente 3-indoxil fosfato y cationes plata
(Figura 6).
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En la Figura 14B se representa un esquema de la metodología ana-
lítica seguida para la obtención de la señal analítica. Esencialmente
consiste en utilizar como reactivos un segundo anticuerpo monoclonal
biotinilado y estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina. Los reacti-
vos se juntan y a su vez se mezclan con la muestra. Sin esperar tiempo
alguno, se dispone una gota de unos 40 μL de esta mezcla sobre el
inmunosensor y se esperan 60 minutos para que todas las reacciones
biológicas se realicen. Después se lava la superficie del sensor y se
añaden sobre la misma la mezcla 3-indoxil fosfato/Ag+, se esperan unos
20 minutos para que la catálisis enzimática tenga lugar, y, a continua-
ción, se redisuelve la plata elemental acumulada en la superficie del
electrodo por voltamperometría lineal de redisolución anódica.
2.3.2. Sensor biparamétrico de PSA
En la denominada zona gris de la PSA, que es aquella en la que la
concentración total de PSA se encuentra entre 2,5 y 10 ng/mL, la deter-
minación de los dos parámetros, tPSA y fPSA, se hace necesaria y por
ello se ha desarrollado un inmunosensor biparamétrico (también llama-
do bisensor).
El diseño de este bisensor se puede ver en la Figura 15. Consta de
dos electrodos de trabajo situados en la misma celda electroquímica.
Cada uno de ellos se modifica con un anticuerpo monoclonal distinto:
uno específico de la tPSA y otro específico de la fPSA. La metodología
analítica es la misma que la utilizada para el inmunosensor de PSA pero
comparten muestra y reactivos de acuerdo con el procedimiento mostra-
do en la Figura 14B.
Todo ello es posible porque el producto de la catálisis enzimática
que genera la señal analítica es plata metálica que sólo queda depositada
donde ha reaccionado el analito. No puede trasladarse de un electrodo
de trabajo a otro por ser una especie sólida generada in situ, por lo tanto,
no puede haber interferencias entre uno y otro electrodo a pesar de
compartir muestra y reactivos biológicos (anticuerpo monoclonal de
detección biotinilado y estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina) y
sustratos enzimáticos (3-indoxil fosfato y cationes plata).
LOS BIOSENSORES ELECTROQUÍMICOS: HERRAMIENTAS DE LA ANALÍTICA...
219
FIGURA 14. Diseño del inmunosensor de PSA. A) Etapas de construcción del elemento de
reconocimiento; B) metodología analítica seguida para la obtención de la señal analítica.
FIGURA 15. Inmunosensor biparamétrico para la determinación simultánea de PSA total
(tPSA) y PSA libre (fPSA).
2.4. Genosensores electroquímicos
Un genosensor es un biosensor en el que el elemento de reconoci-
miento son hebras de ADN y la hibridación con las hebras complemen-
tarias a través de la renaturalización de la doble hélice controlada por el
rigor o la estringencia en el apareamiento es el fundamento de su fun-
cionamiento.
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Por su sencillez y sensibilidad los genosensores electroquímicos
están llamados a resolver tanto en medicina forense como en el diagnós-
tico clínico la identificación de material genómico sin necesidad de
recurrir a la amplificación por PCR cuando este material sea escaso.
Para materializar con un ejemplo el desarrollo de un genosensor de
última generación que utiliza un electrodo serigrafiado nanoestructurado
con nanopartículas de oro como transductor pasamos a describir un
genosensor para la detección del virus del SARS.
2.4.1. Genosensor para la detección del virus del SARS
Con el acrónimo de SARS que proviene de las iniciales de «Severe
Acute Respiratory syndrome» se designa una neumonía grave provoca-
da por un virus de la familia coronavirus (la misma familia que puede
causar el resfriado común), aislado por primera vez en el año 2003 (21).
FIGURA 16. Diseño del genosensor para la detección del virus del SARS. A) Etapas de cons-
trucción del elemento de reconocimiento; B) metodología analítica seguida para la obtención
de la señal analítica.
Con el fin de tener un diagnóstico rápido de esta neumonía se de-
sarrolló el presente genosensor que a continuación se comenta (3):
2.4.1.1. Fundamento del genosensor del virus del SARS
Al igual que en el caso del inmunosensor para la detección de PSA:
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a) Como transductor se utiliza un electrodo serigrafiado nanoes-
tructurado con nanopartículas de oro.
b) Como elemento de reconocimiento o sonda se utiliza un oligo-
nucleótido sintético de 30 bases tiolado en el extremo 3’com-
plementario a la diana concreta del genoma del virus que se
biotinila también en el extremo 3’.
c) La metodología analítica seguida fue parecida a la descrita para
el inmunosensor de PSA.
El esquema de la construcción del genosensor se puede ver en la
Figura 16A, en la que se puede apreciar como las sondas se ordenan
sobre las nanopartículas de oro debido a la interacción azufre-oro, y en
la Figura 16B la metodología analítica para la consecución de la señal
analítica.
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